














































































[0004] 有人用两阶段方法对Nannochloropsis  oculata进行了诱导[Su,C .H .,Chien ,
L.J.,Gomes,J.,Lin,Y.S.,Yu,Y.K.,Liou,J.S.,Syu,R.J.2011.Factors  affecting  lipid 
accumulation  by  Nannochloropsis  oculata  in  a  two-stage  cultivation  process.J 
Appl  Phycol,23(5) ,903-908]，当到达一定生物量以后，通过离心的方式收获藻体然后把
这些藻培养于缺氮培养基诱导油脂积累。但是，在整个培养过程中，通过离心收获藻体并置
于无氮培养基条件这个过程，成本很高，如果在大规模培养情况下进行这种操作是不可取
的。因此选用操作简便的两阶段诱导油脂积累很有必要，并且通过自养的两阶段诱导培养
产油微藻方面至今未有相关报道。
发明内容
[0005] 针对上述问题，本发明提出了一种适用于室外的规模化光自养双阶段培养产油绿
藻的方法，本发明的方法简单易行，其明显缩短培养时间，节约培养成本，并且操作便利。
[0006] 为了达到上述目的，本发明采取以下技术措施：
[0007] 一种适用于室外的规模化光自养双阶段培养产油绿藻的方法，包括：
[0008] 当大型培养装置中的产油藻达到0.8-1 .5g/L时，添加CH3COONa和NaCl，使其终浓
度分别为0.012-0.12M和0.017-0.34M，同时保持光照，诱导1-3天，收集藻液。
[0009] 所述的光照，其光照强度≥400μmol  m-2s-1，平均每天光照时间为8-13h；
[0010] 所述的大型培养装置为≥140升的培养装置；
[0011] 所述的大型培养装置架设于室外温室中；室外温室包括但不限于由玻璃、阳光板、
透光薄膜等透光材料组成。
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[0012] 以上所述的方案中，优选的，所述的产油藻为小球藻属(包括普通小球藻
Chlorella  Vulgaris、蛋白核小球藻chlorella  pyrenoidsa等)、单针藻属(包括戴伯单针
藻Monoraphidium  dybowskii、极小单针藻Monoraphidium  pusillum等)、纤维藻属(包括镰
形纤维藻Ankistrodesmus  falcatu等)、栅藻属(包括斜生栅藻Scenedesmus  obliquus、四
尾栅藻Scenedesmus  quadricauda)、链带藻属(Desmodesmus  intermedius)。
[0013] 以上所述的方案中，优选的，所述的大型培养装置为140L柱状光生物反应器，装液
量为120L，小球藻接种OD为0.3。二氧化碳通气量为6L/min，温室内温度控制在20-38℃，通
过CO2控制藻液的pH在8.70-9.15，当藻液浓度为1.5g/L时，向柱状反应器中加入终浓度为
0.17M的CH3COONa和终浓度为0.12M的NaCl，光照，诱导2天。
[0014] 以上所述的方案中，优选的，所述的大型培养装置为5.04m2的跑道池(规格为4.8
(长)×1.05(宽)×0.5(深))，小球藻培养深度为20cm，跑道池的装液量是1000L，搅拌转速
为0.3m/s，搅拌时间段为8:00-17:00，同时在此时间段辅助以人工搅拌，即用地板刷每隔4
小时对跑道池中的藻液推动一次，控制光强≤800μmol  m-2s-1，其余时段静置培养，当5.04m2
跑道池中的藻液OD达到0.4时不需控制光强，培养到藻液浓度为1.0g/L时向跑道池中加入
终浓度为0.17M的CH3COONa和终浓度为0.12M的NaCl，光照，诱导2天。
[0015] 以上所述方案中，优选的，小球藻的培养基配方包括：
[0016]
[0017]
[0018] 与现有技术相比，本发明具有以下优点：
[0019] (1) .本发明提供了一种规模化光自养双阶段培养产油绿藻的方法，显著提高油脂
产量，缩短培养周期，适用于工厂化的大型产油发酵。
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[0020] (2) .本发明中使用尿素代替NaNO3，可显著降低培养成本。
[0021] (3) .本发明中，用NaCl和CH3COONa结合光诱导，即能诱导油含量增加，同时生物量
也增加。
具体实施方式
[0022] 本发明实施例所用的产油绿藻为小球藻Chlorella  sp.来源于中国科学院淡水藻
种库，编号FACHB-1748。
[0023] 实施例1：
[0024] 一种适用于室外的规模化光自养双阶段培养产油绿藻的方法，包括以下步骤：
[0025] 1.原种制备
[0026] 1) .对藻种进行逐渐扩大培养，试管中的藻种扩大到500mL。
[0027] 液体培养基400mL分装到500mL三角瓶中，锡纸封口后灭菌，将小球藻Chlorella 
sp.(保藏于中国科学院淡水藻种库，编号FACHB-1748)接种到500mL三角瓶中，接种量OD为
0.05，通入空气，刚开始时，通气量为0.3L/min，而且光强不超过400μmol  m-2s-1，直到三角
瓶中颜色变绿且OD为0.5后，加大通气量，为0.8L/min。光强也可缓慢增加，光强控制在小于
1000μmol  m-2s-1。液体培养基见表1。
[0028] 表1
[0029]
[0030]
[0031] 2) .将700mL和3.5L液体培养基分别装到1L和5L三角瓶中，用锡纸封口后灭菌待
用，接种步骤1中培养至对数期的藻100mL到1L三角瓶中，再接1L三角瓶中对数期的藻液
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200-300mL到5L三角瓶中(OD为0.3左右)，通气管穿过棉塞，一端接0.22μm滤膜的空气过滤
器，另一端通入藻液中，棉塞封口。通气量为0.8L/min，光强控制在小于1000μmolm-2s-1。
[0032] 实施例2：
[0033] 一种适用于室外的规模化光自养双阶段培养产油绿藻的方法，包括以下步骤：
[0034] 本实施例所用培养基如表1所示，本实施例以架设于室外的阳光板温室内的柱状
光生物反应器为例进行说明：
[0035] 1 .将培养至对数期的藻接种到140L柱状光生物反应器(140L反应器由两个70L的
柱状光生物反应器通过底部相联通的通道组成，70L的反应器的规格为：高1.83m，直径为
0.22m，大连汇新钛设备开发有限公司)。柱状光生物反应器的装液量为120L，接种OD为0.3。
用型号为3L13XD的罗茨风机加二氧化碳通过充气管路对柱状光生物反应器进行通气冒泡
处理，通气量为6L/min，阳光板温室内温度控制在20-38℃。通过CO2控制藻液的pH在8.70-
9.15，培养到藻液浓度为1.5g/L。
[0036] 步骤1中小球藻扩大培养时，每天均为晴天，自然光强度为400-2000μmol  m-2s-1，
不进行人工光源辅助照射，平均每天光照时间为12h，耗时12天小球藻的浓度达到1.5g/L。
[0037] 2.双阶段油脂诱导
[0038] 当藻液浓度为1.5g/L时，向柱状反应器中加入CH3COONa和NaCl，使其终浓度分别
为0.17M和0.12M。同时分别采取以下方式进行联合光诱导：
[0039] 1)晴天自然光，光强为400-2000μmol  m-2s-1，平均每天光照时间为12h；
[0040] 2)完全遮盖自然光的条件下进行人工光源照射，光强＝400μmol  m-2s-1，平均每天
光照时间为12h。
[0041] 其余培养条件同步骤1。
[0042] 3.微藻收集
[0043] 诱导2天后，收获藻细胞提油。当诱导期间为晴天自然光时，油脂含量为40％，产油
率为42.8mg  L-1d-1；当完全遮盖自然光的条件下进行人工光源照射时，光强＝400μmol  m-
2s-1，油脂含量为38％，产油率为40.7mg  L-1d-1。
[0044] 所述的产油率的天数为自将生长至对数期的小球藻接种至柱状光生物反应器之
日起算，即一共为14天。
[0045] 所述的油脂含量指得是油脂占细胞干重的质量比。
[0046] 本实施例中的柱状光生物反应器架设于阳光板温室内，充分利用太阳光的优势，
节省能源。利用盐诱导和高光诱导油脂积累相结合，能快速高效诱导油脂合成。同时，发现，
即时无太阳光，完全人工光源照射的情况下，利用本发明的方法，其产油率依然可以达到很
好的效果。
[0047] 4.扩种和培养过程中的质量控制
[0048] 1) .反应器的接种前的清洗和消毒杀菌
[0049] 接种前一天，对反应器进行清洗和消毒杀菌，先在反应器中充满水，加入0.6mL/L
次氯酸钠，通气浸泡过夜，第二天早上加入硫代硫酸钠回调，浓度为40mg/L，回调5h，然后用
KI试纸检测。放水，加培养基，准备接种。
[0050] 2) .在藻种扩大培养过程中，藻液质量的控制
[0051] 可以通过外观和显微镜观察鉴定藻种的质量。如外观上藻液的颜色是否正常、贴
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壁、沉淀等。显微观察是否有较多的原生动物、杂藻等。尤其是刚开始500mL和1L三角瓶培
养，由于接种藻量较少，非常容易被其它藻污染，同时对光、温较敏感，因此在初始接种后要
注意光强，和温度。同时在每步扩大过程中，尽量多接几瓶，作为备选方案。一旦发现藻种有
较大的污染、或藻变黑、变白死亡等现象，应立即放弃藻液并做高温灭菌处理，同时用上一
轮的藻液再扩种(备选)。
[0052] 实施例3：
[0053] 用于跑道池大规模培养的藻种的制备：
[0054] 原种制备，扩培到5L三角瓶培养的步骤同实施例1。
[0055] 18L透明桶分装15L培养液，将5L三角瓶中对数期的藻种，接种到18L透明桶内，通
气管接已灭菌的砂芯，直接通入到桶底部通气(通气量是为1L/min)培养，通气时段6:00-
20:00，其余时间静置培养，控制光强≤1400μmol  m-2s-1，培养至对数期的藻种用于以下实
施例。
[0056] 实施例4：
[0057] 一种规模化光自养双阶段培养产油绿藻的方法，包括以下步骤：
[0058] 1.接种
[0059] 将实施例3制备的培养到对数期的藻接种到5.04m2的跑道池(规格为4.8(长)×
1.05(宽)×0.5(深))中，培养深度为20cm，跑道池的装液量是1000L，每个跑道池接种20桶。
再启动转轮，搅拌转速为0.3m/s，搅拌时间段为8:00-17:00，同时在此时间段辅助以人工搅
拌，即用地板刷每隔4小时对跑道池中的藻液推动一次，控制光强≤800μmol  m-2s-1，其余时
段静置培养，当5.04m2跑道池中的藻液OD达到0.4时不需控制光强，培养到藻液浓度为
1.0g/L。
[0060] 步骤1中小球藻扩大培养时，每天均为晴天自然光强度为400-2000μmol  m-2s-1，不
进行人工光源辅助照射，平均每天光照时间为12h，耗时12天将小球藻培养至1.0g/L。
[0061] 2.双阶段油脂诱导
[0062] 藻液浓度达到1.0g/L时，向跑道池中加入CH3COONa和NaCl，使其终浓度分别为
0.17M和0.12M。同时分别采取以下方式进行联合光诱导：
[0063] 1)晴天自然光，光强度为400-2000μmol  m-2s-1，平均每天光照时间为12h；
[0064] 2)完全遮盖自然光的条件下进行人工光源照射，光强＝400μmol  m-2s-1，平均每天
光照时间为12h。
[0065] 其余培养条件同步骤1。
[0066] 本实施例中的跑道池架设于阳光板温室内，充分利用太阳光的优势，节省能源。
[0067] 3.微藻收集
[0068] 诱导2天后，收获藻细胞提油，当诱导期间全是晴天自然光时，油脂含量为37％，产
油率为26.4mg  L-1d-1，当诱导期间完全遮盖自然光的条件下进行人工光源照射时，油脂含
量为35％，产油率为25mg  L-1d-1。
[0069] 所述的产油率的天数为自将生长至对数期的小球藻接种5.04m2的跑道池之日起
算，即一共为14天。
[0070] 所述的油脂含量指得是油脂占细胞干重的质量比。
[0071] 以上所述的方法中，跑道池在接种前的清洗和消毒：
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[0072] 在去除残留藻液等残留物后，通入地下水，加入一定量的漂白粉，打开转轮然后搅
拌过夜。第二天清洗跑道池，后用地下水冲洗一遍，然后暴晒一天，待用。
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